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Forord 
I løpet av år 2000 har det forekommet stedvise oppblomstringer av en 
hittil ikke-identifisert bakterietype i drikkevannsnettet i Oslo kommune. 
Denne bakterien har blitt omtalt som en pinpoint bakterie, da den har 
dannet små særegne bakteriekolonier på dyrkningsplater.  
 
Hensikten med dette prosjektet har vært å identifisere hvilken art eller 
slekt denne "problembakterien" tilhørte, og om det kan bli avklares 
hvorvidt bakterien har negativ betydning for kvaliteten på drikkevannet.  
 
Rapporten er utarbeidet av Norsk institutt for vannforskning (NIVA) på 
oppdrag fra Vann- og avløpsetaten i Oslo kommune. Stein Fosser har 
vært NIVAs kontakt i Vann- og avløpsetaten. Kari Dommersnes fra 
Helsevernetaten var behjelpelig med å skaffe kolonier av den relevante 
bakterien. 
 
Ved NIVA har Åse Bakketun stått for dyrkningen av bakterien i 
renkulturer og utført de fysiologiske testene. Olav Skulberg og Harry 
Efraimsen har hatt det faglige ansvaret og stått for rapporteringen. 
 
Henning Mohn har vært koordinator og prosjektleder. 
 
 
 
Oslo, 14 desember 2000  
 
 
Henning Mohn 
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1. Innledning 
Under førte halvår  2000 ble det i vannprøver fra flere steder på ledningsnettet påvist fremvekst av 
bakteriekolonier i tester med standard dyrkningsmedium for heterotrofe baktertier (kimtall). Det var 
langsomtvoksende bakterier som dannet svært små lyse kolonier selv med forlenget inkubering. Når 
de ble påvist, var antallet ofte så høyt at ansvarlige for den hygieniske kontrollen ved Oslo vann- og 
avløpsetat reagerte. De hadde behov for å finne årsaken til fremveksten. Dette var en type bakterie, 
med karakteristisk kolonidannelse som ikke var observert tidligere. NIVA ble engasjert i problem-
stillingen og foreslo et delprosjekt med oppgave å foreta systematisk bestemmelse av mikro-
organismen  betegnet ”pinpoint" bakterien. 
 
Kimtallsskåler med vekst av "pinpoint" kolonier ble skaffet fra Helsevernetatens laboratorium i Oslo. 
 
Målet med arbeidet  var å identifisere hvilken bakterie det dreide seg om. Et interesant spørsmål var 
om denne bakterieart vanligvis forekommer i jord og vann, eller om det eventuelt var en 
opportunistisk patogen art. Første fase i identifikasjonen var å belyse temperatur- og pH-toleransen. 
Det ble utført noen tester for å avsløre evne til å utnytte enkle sukkerarter og aminosyrer (API 
bestemmelsesnøkkel). Dette forarbeidet var viktig for å gi tilleggsinformasjon for den avsluttende 
identifikasjonen med rRNA analyse. Etter at tilstrekkelig biomasse av renkulturen var dyrket frem, ble 
materialet sendt til Microbial ID, Inc. i USA, for  rRNA sekvensiell bestemmelse. (Genom DNA ble 
isolert fra bakteriebiomassen).   
 
 
 
2. Testbetingelser og metoder 
To typer flytende medier ble preparert; R2A flytende medium (uten agar) fra DIFCO, og 50% styrke 
av flytende NA-medium (NS-EN 6222). Under arbeidet med dyrkning for å oppnå renkultur ble det 
benyttet R2A agar med utsåing i petriskåler.  
 
Fra Miljøvernetaten ble det mottatt 3 petriskåler med ”pinpoint" kolonier, merket henholdsvis 821-4, 
821-5 og 826-6, (faste lokaliteter på ledningsnettet). En karakteristisk koloni fra hver av disse platene 
ble brukt til inokulering i begge alternative flytende medier. Etter 5 dager ble kulturene undersøkt i 
mikroskop for registrering av form, bevegelse og størrelse.  
 
Testing av bakteriens temperatur og pH toleranse ble utført i flytende R2A medium.  For temperatur-
toleranse ble det benyttet medium med pH 7,2, og følgende temperaturer ble valgt; 4, 10, 30 og 35 °C.  
For pH-toleranse ble det benyttet pH ved 4,5; 5,5; 8,5 og 9,5. Inkubasjonstemperaturen var 20 °C, og 
varigheten var maksimalt 12 døgn.  
 
Renkultur av isolat fra 621-5 med ”pin point kolonier”, ble testet i API 20 NE -test (bioMérieux sa) 
"Identification system for Gram-negative rods".  
 
Den samme renkulturen ble strøket ut på R2A agar i petriskåler og sendt til Microbial ID, Inc. i USA.     
Typifisering  ble utført basert på 16S rRNA sekvensering. Resultatene derfra er presentert i vedlegget. 
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3. Resultater 
3.1 Mikroskopiering 
Bakterier fra lokalitet 821-5 og 6 viste identisk form og bevegelighet. Cellene var bevegelige med 
polare flageller. Bakteriene var ca én µm tykke og 3-5 µm lange. Bakterier fra lokalitet 821-4 var av 
samme størrelse, men relativt få viste seg å være bevegelige. De viste stor affinitet til glassflaten, hvor 
hele cellemassen ble liggende i samme plan. Det antas at kulturen var kommet lengre ut i vekstfasen 
enn de to øvrige, og at en begynnende aldring og begrenset næringstilgang gjorde seg gjeldende. Det 
ble antatt at dette isolatet var en annen art (stamme), enn fra 821-5. 
 
 
3.2 Mediumpreferanse 
Vekst på de to næringsmediene som ble undersøkt er vist i tabellen nedenfor. Omfanget av vekst er 
betegnet med pluss-tegn (+ står for svakt vekst, ++ står for god vekst, +++ står for meget god vekst). 
 
Tabell 1.  Observert vekst 
Medium Vekst etter 
2 dager  
Vekst etter 
5 dager 
Utseende 
 
R2A-buljong +++   
10 % NA- flyt. medium +++   
50 % NA- flyt. medium ++   
R2A-agar  +++ Gul-hvit 
10 % NA-agar  +  
50 % NA-agar  ++ Gul-hvit 
+  svak vekst,  ++ god vekst,  +++ meget god vekst 
 
Isolatene utviklet meget raskt en høy bakterietetthet både i R2A-buljong og 10 % flytende NA- 
medium. I 50 % NA ble det observert lavere tetthet ved samme inkuberingstid. Fremvekst av kolonier 
på medier tilsatt agar var best på R2A-agar.  
 
 
3.3 Temperatur- og pH-toleranse 
Resultatene fra denne undersøkelsen se vist i tabellen nedenfor. Omfanget av vekst er betegnet med 
plusstegn, fravær av bakterievekst vises med minustegn.  
  
Tabell 2. Temperatur- og pH toleranse for isolat 821-5. 
Temp °C Vekst etter 4 dager 
Vekst etter 
6 dager 
Vekst etter 
12 dager
pH Vekst etter 4 dager 
4 (+) + ++ 4.5 ++ 
10  ++  5.5 +++ 
30 +(+)   8.5 +++ 
35 - - - 9.5 +++ 
+  svak vekst,  ++ god vekst,  +++ meget god vekst,  – ingen vekst 
 
Isolat 821-5 viste i testene å vokse godt ved temperaturvalg til og med  ved 30°C. Veksten var 
påviselig langsommere ved 4°C. Det ble ikke påvist vekst ved 35 °C. 
Tilfredsstillende vekst ble påvist ved alle undersøkte pH-verdier.   
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3.4 Identifikasjon med API 20 NE 
Resultater fra forsøk med identifikasjonssystemet API 20 NE er vist i tabellen nedenfor. 
 
Av de undersøkte reaksjonene som foreligger i testen ble bare 3 registrert som positive. Dette er for 
lite til å gi en pålitelig typifisering av genus eller art. 
 
Tabell 3. Karakterisering i fysiologiske tester. 
TESTS Substrates Process Results 
NO3 potassium nitrate nitrates to nitrites 
nitrates to nitrogen 
- 
TRP tryptophane indole production - 
GLU glucose acidification - 
ADH arginine arginine dehydrolase - 
URE urea urease - 
ESC esculin hydrolyses (β-
glucosidase) 
- 
GEL gelatin hydrolyses - 
PNPG p-nitophenyl-β-D-galctopyranoside β-galactisidase - 
GLU glucose assimilation - 
ARA arabinose assimilation - 
MNE mannose assimilation - 
MAN mannitol assimilation - 
NAG N-acetyl-glucosamine assimilation - 
MAL maltose assimilation - 
GNT gluconate assimilation - 
CAP caprate assimilation - 
ADI adipate assimilation - 
MLT malate assimilation + 
CIT citrate assimilation + 
PAC phenyl-acetate assimilation - 
OX tertamethyl-p-phenylene diamine cytochrome oxidase + 
 + vekst,   – ingen vekst 
 
 
3.5 Typifisering  basert på 16S rRNA sekvensering 
Resultatene fra arbeidet som ble utført ved Microbial ID, Inc. i USA er vist i vedlegget.  
 
Det ble først utført en gasskromatografisk analyse for å bestemme den cellulære sammensetning av 
fettsyrer. Resultatet fra denne analysen viste at bakterien var en gram negativ art, som ikke var 
representert i databasen.  
 
Identifikasjon basert på 16S rRNA sekvenslikhet viste størst overensstemmelse med arten 
Pseudomonas mephitica og  Janthinobacterium lividum. Imidlertid produserer J. lividum fiolette 
kolonier på fast media, noe som ikke ble observert hos "pinpoint" bakterien, selv om både temperatur 
og pH -toleranse passer godt til denne arten også. 
  
Bergey`s ”Manual of Determinative Bacteriology”, Seventh edition, beskriver Pseudomonas 
mephitica som en aerob, gram-negativ stavbakterie, 0,5 til 1,0 µm tykk og 1,5 til 14 µm lang. 
organismen er organisert som enkelt-celler eller celler i par, men forekommer også i kjeder. Den er 
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aktiv bevegelig med polare flageller. Vekst på fast medium fremtrer som grå-hvite biomasse med 
ruglet overflate.  En "stinkdyraktig" ubehagelig lukt  vil utvikles etter 1-2 dager. Optimal temperatur er 
ca. 21 °C , men veksten er svakere ved 5 °C  og 30 °C. Bakterien vokser ikke ved 37 °C.  
 
 
3.6 Økologiske forhold 
Arter i slekten Pseudomonas tilhører en fremgangsrik gruppe bakterier som utvikler seg både i vann 
og jordmiljøer. De viser preferanse for flytende substrat, og kan være knyttet til kloakkvann og andre 
substanser av organisk materiale under nedbrytning. 
 
Mange peudomonader har utpreget proteolytiske egenskaper (kan spalte protein). De har enkle 
næringskrav (lite fordringsfulle), og lever i naturen i samspill med andre mikroorganismer, f.eks. 
Actinomyceter i blandete populasjoner. Det er kjent at stammer av Pseudomonas kan være bærere av 
plasmider med gener som overfører resistens for antibiotiske stoffer. Pseudomonadene opptrer 
hovedsakelig som saprofyttiske organismer, til dels som plante- og dyrepatogene organismer. I 
hygienisk sammenhang kan nevnes at pseudomonader hører til organismer som kan bidra til at 
næringsmidler blir skjemt. 
 
 
 
4. Konklusjon 
Arbeidet med identifikasjonen av "pinpoint" bakterien fra isolat merket 821-5 har ved en avsluttende 
16S rRNA sekvensering vist at denne arten med stor sannsynlighet er Pseudomonas mephitca 
(Claydon and Hammer, 1939). 
 
Oppblomstring av denne arten kan bidra til å forringe vannkvaliteten ved eventuelt å sette vond lukt på 
vannet. Det er foreløpig ikke angitt at denne arten har annen negativ helsemessig betydning. 
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Vedlegg A.   
 
Typifisering  basert på 16S rRNA sekvensering 









